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© Verfahren zum Markieren einer Komponente emer wa&rigen Flussigkeit 

Beschneben wird ein Verfahren zum Markieren einer 
Komponente einer waSrigen Flussigkeit, das dadurch ge 
kennzeichnet ist,da(lman 

fa) zu der die genannte Komponente enthaltenden Flussig- 
keit einen Lumineszenz-Farbstoff aus der Gruppe Cyamn- 
Merocyanin- und Styryl-Farbstoffe, der an einen aromati- 
schen Kern angeheftet mindestens etne Sulfonsaure oder 
Sulfonatgruppe enthalt. zusetzt, wobei der genannte Farb- 
stoff mit der genannten Komponente reaktmst, und 
(b) den Farbstoff mit der genannten Komponente umsetzt 
so daft der Farbstoff die genannte Komponente markiert. 
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Beschreibung 

Cyanin-Farbstoffe und damit verwandte Poiymethin-Farbstoffe mit iichtabsorbierenden Eigenschaften sind 
J bereits in photographischen Fiimen verwendet worden. Obgleich solchc Farbstoffe lichtabsorbierertde Eigen- 

M 5 schaften erfordern, benotigen sie keine Lumineszenz-{Fluoreszenz- oder Phosphoreszenz-)Eigenschaften. Cya- 

W nin-Farbstoffe mit Lumineszenz-Eigenschaften haben bislang eine nur sehr eingeschrankte Verwertung erfah- 

■^"^ ren. Eine solche Verwendung ist beispielsweise die Markierung der Sulfhydryigruppe von Proteinen. In einem 

Bericht, Salama, G., Waggoner, A. S. und Abramson J., w ird unter dem Titel "Sulfhydrylrei'gens-Farbstoffe losen 
0% die rasche Freisetzung von Ca :+ aus Sarcoplasmm-Reticulum-Bliisehen (SR)" aus Biophysical Journal, 47, 456a 

ic (1985), festgestellt. daB Cvanin-Chromophore mit einer lodacetylgruppe zur Bildung von kovalenten Bindungen 
mit Sulfhydrylgruppen luf dem Sarcoplasmin-Reticulum-Protein bei einem pH-Wert von 6,7. urn die Ca 2 + -Fret- 
0 set^ung auszulosen, verwendet wurden. *n dern Bericht heiCt es auch, daB Fluoreszenz-Farbstoffe dazu verwen- 

|| det wurden, um diese Proteine zu markieren und zu isolieren. 

H In einem Berich: von Waggoner, A. 3., Jenkins, p. U Carpenter. j. P. und Gupta. R. mit dem Titel "Kinetik von 

15 Konformationsveranderungen in einem Bereich des Rhodopsin-Molekuls, von der Retinyliden-Btndungsstellc 
entfernt" in Biophysical Journal, 33, 292a (1981). stellen die Autoren test. daB die Sulfhydryigruppe auf dem 
Fl -Bereich von Vieh-Rhodopsin mit einem Cyanin-Farbstoff mit einer Absorption bei 660 nm kovalent marktert 
■'4 worden ist. Auch gemaB diesem Bencht werden Cyanin-Farbstoffe zum spezifischen Markieren der Sulfhydrvl- 

gruppe eines Proteins verwendet. Die Verwendung von Fluoreszenz-Farbstoffen wird jedoch in diesem Bencht 
20 nicht beschrieben. 

Etn Artikef mit der Oberschnft "Internationaier Workshop uber die Anwendung von Fluoreszenz-Photoblei- 
chungstechniken auf Probieme der Zellbiologie" von jaeobson K.. Elson L. Koppei D.. Webb W. in Fed. Proc. 42: 
72-79 (1983), berichtet uber eine Artikel, der von A. Waggoner eingereicht wurde, Dieser bezieht sich auf 
Fluoreszenz-Sonden vom Cyanintyp, die an Proteine konjugiert werden konnen und die im tieferen Rotbereich 
25 des Spektrums angeregt werden konnen. 

In den obengenannten drei Berichten werden als einzige Cyanm-Sonden nur solche erwahnt, die sich kovalent 
speziftsch an die Sulfhydryigruppe eines Proteins anheften. Die einzige spcziell genannte Cyaninverbindung ist 
eine soiche, die eine lodacetylgruppe aufweist, weiche Gruppe bewirkt. daB der Cyanin-Farbstoff gegenuber der 
H Sulfhydryigruppe kovalent reaktiv wird. In keincm der oben angegebenen Berichte wird die kovaiente Reaktion 

$s 30 eines Cyanin-Farbstoffs mit irgendeinem anderen Material als einem Protein oder mit irgendeiner anderen 

H Gruppe auf einem Protein als einer Sulfhydryigruppe beschrieben. 

Viele Nicht-Proteinmaterialien haben jedoch keine Sulfhydrylgruppen, und viele Proteine weisen keine genu- 
gende Anzahl von Sulfhydrylgruppen auf, urn diese Gruppen fiir die Zwecke der Fluoreszenz-Sondierung 
geeignet zu machen. Dazu kommt noch, daB Sulfhydrylgruppen (-SHSH-) leicht zu Disulfiden (-S-S-) in 
35 Gegenwart von Luft oxidiert werden und daher fiir die kovaiente Anheftung an eine Fluoreszenz-Sonde nicht 
mehr verfugbar werden. 

ErfindungsgemaB warden nun Cyanin- und damit verwandte Polymethin-Farbstoffe entwickelt, die Substitu- 
entengruppen besitzea die unter geeigneten Reaktionsbedmgungen nicht nur mit Sulfhydrylgruppen, sondern 
auch mit Amin-(- NH> — )- und Hydroxy-(-OH-)Gruppen oder anderen Gruppen, w'ie Aldehyd-(-CHO- 
40 )Gruppen. auf Proteinen und anderen Materialien kovalent reaktiv sind. urn erne Fluoreszenz- und Phosphores- 
zenz-Erfassung dieser Materialien zu ermoglichen. Durch die Erfindung werden erhebliche Vorteile gegenuber 
der Verwendung der lodacetyl-Cyanin-Farbstoffe nach dem Stand der Tcchnik und ihrer spezifischen Reaktivi- 
tat mit Sulfhydrylgruppen reaiisiert. Amin- und Hydroxygruppen herrschen in Proteinen und anderen Materia- 
lien starker vor als Sulfhydrylgruppen. und sie sind stabiler. Wcnn daher Fluoreszenz-Cyanin-Farbstoffe zur 
45 Erfassung des Vorhandensems von bestimmten Proteinen verwendet werden, wird ein starkcres Fluoreszenz- 
oder Phosphoreszenz-Lichtintensitatssignai abgegeben. weil eine groBere An/.ahl von Farbstoffmoiekulen an 
das zu sondierende Protein angeheftet werden kann. Wetterhm werden Amin- und Hydroxygruppen Icichter an 
Komponenten. die marktert werden sollen. wie Polymerteilchen. die von Natur aus weder Suifhydryi-. Amin- 
oder Hydroxygruppen enthalten. angeheftet. 

^ 50 Die Erfindung betr lV : auch ein Verfahren. bei dem Lumineszenz-Cyanin-Farbstoffe. die eine Gruppe enthal- 

ten, die mit Armngruppen oder Hydroxygruppen oder anderen reaktionsfahigen Gruppen kovalent sind. dazu 
verwendet werden, urn Proteine oder andere Materialien nm einer Amin- oder Hydroxygruppe oder einer 
anderen Gruppe, die dazu imstande ist, sich mit dem Farbstoff in einem Gemiseh umzusetzen. verwendet. so daB 
das Vorhandensein und das Ausmali des markierten Proteins oder des anderen Materials erfaBt werden kann, 

H 55 nachdem die markierten Komponenten durch chromatographische Methoden abgeirennt worden sind. Nach 

den oben angegebenen Druckschriften wurde offenbar die Sulfhydryigruppe spcziell deswegen fur die kovaiente 
Reaktion ausgewahlt. weil sich auf einem Protemmoiekti! so wenige dieser Gruppen beftnden und vveti in 
manchen Fallen die Sulfhydryigruppe tn der Funktion des Proteins eine signifikante Rolle spieft. Die Autoren 
konnten daher annehnien, daB der spezicile Ort einer Sulfh>drylgruppe auf einer Proteinstruktur festgestellt 
bo werden kann. GemaB diesen Druckschriften wurde der fur die Sulfhydryigruppe spezifische Farbstoff auch als 
Sonde verwendet, urn Strukturv eriinderungen in einem speziellen Protein zu erfassen oder zu crzeugen. Urn eine 
Veranderung der Lichtabsorption durch den Farbstoff oder das durch die Farbstoffbindung fretgesetzte Calci- 
umion zu interpreticren, war es erforderlich. zu wisscn. wo die Sonde gcbunden ist. 

ff Da auf den meisten Proteinmolekulen so wenige Sulfhydrylgruppen sind, konnen diese Gruppen nicht genii- 

h> gend zahiretch sem. urn eine aneemessene Gesamtlumineszen/ fiir Lrfassungsuntersuchungen zu ergeben. 
Demgegenuber sind Amin- und Hvdroxygruppen sigmfikant zahlreicher. und sie sind auf einem Protein molekii I 
wen dispergiert, wodurch es ermoglieht wird. daB etne Fluoreszenz-Sonde an vielfache Stellen auf dem Molekiil 
angefiigt wtrd, wodurch cine Interpretation der ! jchtabsorptions- und Fluores/enzverandcrungen durch Er- 
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leichterung der Erfassung des Proteins ausgeschlossen w ird. 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Markierung mit Lumineszenz- Polvrnethin-Cyanin- und verwandten 
Polymethin-Farbstoffen, wie Merocyanin- und Styryl-Farbstoffen, von Proteinen und andercn Matenalien mit 
I EinschluB von Nucleinsauren. ON A, Arzneimitteln. Toxinen, Blutzelien. rmkrobiellen Materialien, Teilchen, 

■'jf Kunststoff- oder Glasoberffachen, Polymermembranen etc, an einer Amin- oder Hydroxysteile auf den genann- 5 

ten Materialien. Die Farbstoffe sind vorteilhafterweise in einem waBrigen oder einem anderen Medium, in dem 
^ das markierte Materia! enthalten ist, loslich. Die vorliegende Erfindung betrifft ein zweistufiges Markierungsver- 

fahren zusatzlich zu einem einstufigen Markierungsverfahren. Bei dem zweistufigen Markierungsverfahren 

.g, kann eine primare Kornponente, wie ein Antikorper, an Stellen darauf mit EinschluB von Amin-, Hydroxy-, 

'■[ Aldehyd- oder Sulfhydrylstellen, markiert wcrden, und die markierte Kornponente w:rd als Sonde fur die jr> 

sekundare Kornponente, wie ein Antigen, fur das der Antikorper spezifisch 1st. verwendet. 

^ GemaB dem oben diskutierten Stand der Technik wurde die Spezifizitat der Stelle der Anheftung durch erne 

% Cyanm-Sonde dadurch erhalten, daB erne Sonde verwendet wurdc. die gegeruber einer Sulfhydryigruppe 

kovalent reaktiv isc. GemaB dem erfindung.sgemaBen zweistufigen Verfahren konnen Cyanin- und damit ver- 
wandte Sonden in einer ersten Stufe mit Amin-, Aldehyd-. Sulfhydryl-, Hydroxy- oder anderen Gruppen auf is 
einer ersten Kornponente, wic einem Antikorper, umgesetzt wcrden, worauf der Antikorper die gewunsehte 
Spezifizitat in einer zweiten Kornponente, wie einem Antigen, in einer zweiten oder Anlarbungsstufc erhalten 

v ^ kann, wobei die Spezifizitat durch die AnugensteUc der Anheftung an den Antikorper bestimmt wird. 

; ] Die vorliegende Erfindung betrifft aueh Lumincszenz-Polymethin-Cyamn- Verbindungen und damn verwand- 

te Verbindungen, die Gruppen enthalten. die sie in die Lage versetzen. kovalent an Amin-. Hydroxy-, Aldehyd- 20 

£ oder Sulfhydrylgruppen auf einem Targetmolekul angeheftet zu werden. Die Erfindung richtet sich weiterhin auf 

monoklonale Antikorper und andere Komponenten, die mit diesen Lurnineszenz-Cyamn-Verbindungen mar- 
kiert sind und die dazu irnstande sind. Sonden fur Antigene zu sein. Wenn das Target eine Zelltype ist, dann kann 
die vorliegende Erfindung dazu verwendet werden, die Menge der markierten Antikorper zu messen, die an die 
genannte Zelltype angeheftet ist. Die Messung kann in der Weise erfoigen, daB man die relative Helligkeit oder 25 
Abschwachung der Lumineszenz der Zellen erfaBt. 

Die vorliegende Erfindung kann dazu verwendet werden, die Konzentration eines bestimmten Proteins oder 
einer anderen Kornponente in einem System zu bestimmen. Wenn die Anzahl der reaktiven Gruppen auf einem 

3a Protein, das mit einer Sonde umgesetzt werden kann, bekannt ist, dann ist die Fluoreszenz pro Molekul bekannt, 

|f und die Konzentration dieser Molekule in dem System kann anhand der Gesamt-Lumineszenzmtensitat des 30 

^ Systems ermittelt werden. 

Das Verfahren kann dazu angewendet werden, urn eine Vielzahl von Proteinen oder anderen Materialien in 
einem System quantitativ zu bestimmen, indem man alie eines Gemisches von Proteinen in dem System markiert 
und sodann die markierten Proteine durch irgendwelche MaBnahmen, wie chromatographische MaBnahmen, 
abtrennt. Die Menge der abgetrennten Proteine, die lumineszieren, kann bestimmt werden. In chromatography 35 
schen Erfassungssystemen kann der Ort des Farbstoffs auf dem markierten Material ermittelt w erden. 

Die Erfindung kann auch dazu verwendet werden, urn die Anzahl von verschiedenen Zellen, die mit einem 
Antikorper etikettiert sind, zu bestimmen. Diese Bestimmung kann in der Weise erfoigen, daB man eine Vielzahl 
von Typen der Zellen in einem System etikettiert und sodann die etikettierten Zellen auBerhalb des Systems 
abtrennt Auch konnen die etikettierten Zellen von nichtetikettierten Zellen auBerhalb des Systems abgetrennt 40 
werden. 

Eine weitere Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung umfaBt em Multiparameter- Verfahren, bei dem 
eine Vielzahl von Lumineszenz-Cyanin- oder verwandten Farbstoffen verwendet wird, die jeweiis an eine 
Vielzahl von verschiedenen primaren Komponenten. wie Antikorpern, angeheftet sind, wobei jeder Farbstoff fur 
eine unterschiedliche sekundare Kornponente, wie ein Antigen, spezifisch 1st, urn jeden einer Vielzahl der 45 
genannten Antigene in einem Gemisch von Antigenen zu ideniifizieren. GemaB dieser Ausfuhrungsform wird 
jeder der genannten \mikorper gesondert mit einem Farbstoff mit verschiedener Lichtabsorption und verschie- 
denen Lumineszenzwellenlangen-Eigenschaften als der Farbstoff, der zur Markierung der anderen Sonden 
verwendet wird, markiert. Sodann werden alie markierten Antikorper zu einem zu analysierenden biologischen 
Praparat gegeben, das sekundare Komponenten, w_ Antigene, enthalt. welche jeweils durch bestimmte mar- 50 
kierte Antikorper an^efarbt werden konnen. Irgendwelche nichtumgesetzten Farbstoffmateriaiien konnen aus 
dem Praparat beispielsweise durch Auswaschen entl'ernt werden. wenn sie die Analyse storen. Das biologische 
Praparat wird sodann einer Vielzahl von Anregungswellenlangen ausgesetzt, wobei jede verwendete Anre- 
/: gungswelleniange die Anregungswellenlange ernes bestimmten konjugierten Farbstoffs ist. Ein Lumineszenz- 

Mikroskop oder ein anderes Lumineszenz-Erfassungssystem, wie ein FlieB-Cytometer oder ein Fluoreszenz- 55 
Spektrophotometer, das Filter oder Monochrometer zur Auswahl der Strahlen der Anregungswellenlange und 
zur Auswahl der Wellenlangen der Lumineszenz aufweist, wird dazu verwendet, um die Intensitat der Strahlen 
der EmissionsweHenlange.die der Anregungswellenlange entspneht. zu bestimmen. Die Intensitat der Lumines- 
zenz bei Wellenlangen, die der Emissionswelleniange eines bestimmten konjugierten Farbstoffs entspricht, zeigt 
die Menge des Antigens an. die an den Antikorper gebunden ist, an den der Farbstoff angefugt ist. In bestimmten 60 
Fallen kann eine einzige Wellenlange der Anregung dazu verwendet werden. um Lumineszenz von zwei oder 
mehreren Materialien in einem Gemisch zu erregen, wobei jede Fluoreszenz bei einer verschiedenen Wellenlan- 
ge und die Menge jeder markierten Art dadurch gemessen werden kann, daB man ihre individuelle Fluoreszenz- 
intensitat bei der jew eiligen Fluoreszenzwelienlange erfaBt. Gewunschtenfalls kann eine Lichtabsorptions-Er- 
fassungsmethode angewendet werden. Das erfindungsgemafk Zweistufen-Verfahren kann auf ein beliebiges 65 
System angewendet werden, bei dem ein mit einem Farbstoff konjugiertes primares Material und dem Farbstoff 
ge- oder Lichtabsorptions-Erfassungssystem verwendet wird, um das Vorhandensein ernes anderen Materials zu 
erfassen. auf das das Konjugat aus dem primaren Material in dem Farbstoff gerichtet ist. So kann beispielsweise 
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der Farbstoff an ein Fragment von DNA oder RNA konjugiert sein, um ein mit Farbstoff konjugiertes DNA- 
oder RNA-Fragment zu biiden, das sodann auf einen Hauptstrang von DNA oder RNA gerichtet wird, zu dem 
das Stuck komplementar ist. Das gleiche Testverfahren kann dazu verwendet werden, um das Vorhandensein 
I von irgendeinem komplementaren Hauptstrang von DNA zu erfassen. 

m 5 Die erfindungsgemaBen Cyanin- und damit verwandten Farbstoffe sind besonders gut fur die Analyse eines 

M Gemisches von Komponenten geeignet, bei dem Farbstoffe einer Vielzahl von Anregungs- und Emissionswel- 

4 ^ lenlangen erforde r lich sind, weil spezielle Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe synthetisiert werden konnen, 

die einen weiten Bereich von Anregungs- und Emisstonsweilenlangen haben. Spezielle Cyanin- und damtt 
verwandte Farbstoffe mit spezifischen Anregungs- und Emissionswelleni?ngen konnen symhetisiert werden, 

>: : io indem die Anzahi der Methingruppen variiert wird oder indem die Cyanin-Ringstrukturen modifiziert werden. 

Auf diese Weise ist es moglich, Farbstoffe mit besonderen Anregungswellenlangen zu synthetisieren, um einer 

J besonderen Anregungs-Lichtquelle, wie einem Laser, zum Beispiei einem HeNe-Laser oder einem Diodenlaser. 

^ zu entsprechen. 

|jj Die Erfindung betrifft die kovalente Reaktion von hochlumineszenten und hochlichrabsorbierenden Cyanin- 

: *- 15 und damtt verwandten Farbstoffmolekiilen unter Reaktionsbedingungen mit Amtn-. Hydroxy-, Aldehyde Sulfhy- 

dryl- oder anderen Gruppen auf Protemen, Peptiden, Kohlenhydraten. N ucleinsauren, derivatisierten Nucletn- 
sauren, Lipiden, bestimmten anderen biologischen Molekulen, biologischen Zellen sowie nichtbioiogisehen 
Materiaiien, beispielsweise lostichen Polymeren. Polymerteilchen. Poivmeroberflachen. Polymermembranen, 
Glasoberflachen und anderen Teilchen und Oberflaehen. Da die Lumineszenz hochempfindiiche optische Tech- 

20 niken umfaBt, kann die Anwesenheit dieser Farbstoff-'Ttiketien" erfaBt und selbst dann quantitativ bestimmt 
& werden, wenn das "Etiketf nur in sehr geringen Mengen vorhanden ist. Somit konnen die Farbstoffmarkierungs- 

Reagentien dazu verwendet werden. die Menge eines Materials, das markiert worden ist, zu messen. Die am 
■ ! besten geeigneten Farbstoffe sind hochlichtabsorbierend {c = 70 000 bis 250 000 i/mol-cm oder hoher) und sehr 

lumineszent, und sie haben Quantenausbeuten von mindestens 5% bis 80% odor mehr. Die quaiitativen Eigen- 

25 schaften betreffen die Farbstoffe selbst und Farbstoffe, die an ein markiertes Material konjugiert sind. 

Eine wichtige Anwendung fur diese Farbmarkierungs-Reagentien ist die Herstellung von lumineszierenden 
monokionalen Antikorpern. Monokionale Antikorper sind Protemmolekiile, die sich sehr eng und sehr spezifisch 
an bestimmte chemische Steilen oder "Marker" auf Zelloberflachen oder innerhalb von Zellen binden. Diese 
$ Antikorper besttzen daher eine enorme Forschungseignung und k]inische Eignung zur ldentifizierung von 

^ 30 bestimmten Zelltypen (zum Beispiei HLA-fClassifizierung, T-Zell-Subsets, Bakterien- und Virenkiassifizierung 

t§ etc.) und erkrankte Zellen. In der Vergangenheit ist die Menge des an eine Zelle gebundenen Antikorpers 

dadurch quantitativ bestimmt worden, da8 man den Antikorper auf verschiedene Weise markiert hat. Das 
Markieren ist mit einer radioaktiven Markierung (Radioimmuno-Assay). einem Enzym (ELISA-Techniken) oder 
einem Fluoreszenz-Farbstoff (gewohnlich Fluorescein, Rhodamin, Texasrot i£! oder Phycoerythrin) bewerkstelligt 

35 worden. Die meisten Hersteller und Anwender von klinischen Antikorper- Reagentien mochten von den mit der 
Verwendung von radioaktiven Tracern inharenten Problemen wegkommen, so daB die Lumineszenz als eine der 
vielversprechendsten Alternativen angesehen wird. Tatsachlich liefern nunmehr viele Firmen mit Fluorescein, 
Texasrot®, Rhodamin und Phycoerythrin markierte monokionale Antikorper. 

In den letzten Jahren ist die optische/eiektronische Instrumentierung fur die Erfassung von fluoreszierenden 

40 Antikorpern auf Zellen kompiizierter geworden. So kann beispielsweise die FlieB-Cytometrie dazu verwendet 
werden, um die Menge von fiuoreszierendem Antikorper auf individuellen Zellen mit einer Rate von bis zu 5000 
Zellen pro Sekunde zu bestimmen. Auch mikroskopische und Losungs-Fiuoreszenztechniken haben Fortschritte 
erzielt. Diese Instrumente konnen eine Fluoreszenz bei vielen Welleniangen des UV-, stchtbaren und nahen 
IR-Bereichs des Spektrums erregen. Doch konnen die meisten der derzeit verfugbaren, verwendbaren Fiuores- 

45 zenz-Markierungs-Reagentien nur im 400- bis 580-nm-Bereich des Spektrums angeregt werden. Die Ausnahmen 
sind emige der Pigmente vom Phycobiliprotein-Typ, die aus Meeresorganismen isoliert worden sind und die 
kovalent an Proteine angeheftet werden konnen. Diese konnen bei etwas niedrigeren Welleniangen angeregt 
werden. Es gibt daher ein groBes Spektraifenster im Bereich von 580 bis ungefahr 900 nm, wo es notwendig ist. 
daB neue Markierungs-Reagentien zur Markierung von biologischen und nichtbioiogisehen Matenalien verfug- 
^ 50 bar werden, wobei die Analyse mit der derze ; t verfugbaren Instrumentierung durchgefuhrt werden soil Neue 

Reagentien, die in diesem Spektralbereich anregbar sind. wurden es ermogiichen, Multifarb-Lumineszenzanaly- 
sen von Markern auf Zellen durchzufuhren, da Antikorper mit verschiedenen Spezifizitaten jeweils mit einem 
verschieden gefarbten Fluoreszenz-Farbstoff markiert werden konnten. Somit konnte das Vorhandensein von 
mehreren Markern gleichzeitig fur jede analysierte Zelle bestimmt werden. 

55 Die Erfindung betrifft auch lumineszierende (fluoreszierende oder phosphoreszierende) Cyanin-, Merocyanin- 
und Styryl-Farbstoffe selbst, die an btologische und niehtbiologische Materialmen kovalent angekniipft werden 
konnen. Merocyanin- und Styryi-Farbstoffe werden fur die Zwecke dieser Erfindung als mit Cyamn-Farbstoffen 
verwandt angesehen. Die neuen Markierungs-Reagentien selbst. jedoch insbesondere dann. wenn sie mu einer 
markierten Komponente konjugiert sind, konnen durch Licht von ersten definicrten Welleniangen. zum Beispiei 

f>o durch Licht in Wellenlangenbereichen des Spektrums von 450 bis 900 nm, angeregt werden. Die Hintergrund- 
Fluoreszenz von Zeilen erfolgt im allgemeinen bei einer niedrigen Welleniange. Daher werden sich die Markie- 
rungs-Reagentien gegenuber der Hintergrund-Fluoreszcnz unterscheiden. Von besonderem Interesse sind die 
Derivate, die Licht bei 633 nm absorbiercn. da sie durch biliige. intensive, stabile und langlebige HcNe-Laser- 
$ qucllen angeregt werden konnen. Licht von zweiten definicrten Welleniangen, das durch die markierte Kompo- 

h5 nentc fluoresziert oder phosphoresziert wird, kann sodann erfaBt werden. Das fluoreszicrte oder phosphores- 
zierte Licht hat im allgemeinen eine groBere Welleniange als das Anregungslicht. In der Erfassungsstufe kann ein 
Lumineszenz-Mikroskop verwendet werden, das einen Filter zur Absorption von Streuiicht der Anregungswel- 
lenlange und zum Durchgang der Welleniange hat, die der Lumineszenz entspricht, die der jeweiiigen Farbstoff - 
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markierung entspricht, die mit der Probe verwendet wird. Ein derarnges optisehes Mikroskop ist zum Beispiel in 
dcr US-PS 4b 21 911 beschrieben. 

Nicht alle Cyanin- und damit verwandte Farbsioffe sind lumineszierend. jcdoch schlieBen die crfindungsgcma- 
Sen Farbstoffe solche Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe ein. die lumineszierend sind. Sie sind relativ 
photostabil, und vieie sind in der Reaktionsldsung. vorzu'gswcise ciner waBrigen Losung, foslich. Die konjugier- 
ten Farbstoffe selbst, jedoch insbesondere, wenn sie mit einer markierten Komponente konjugicrt sind, haben 
molare Extinktionskoeffizienten (c) von mindestens 50 000 und vorzugsweise mindcstens 100 000 Liter pro 
mol-cm. Der Extinktionskoeffizicnt ist ein MaB der Fiihigkeit der Moiekuie, Licht zu absorbieren. Die erfin- 
drngsgcmaBen konjugierteu Farbstoffe haben Quantenausbeuten von mmdestens 2°/o und vorzugsweise minde- 
stens 10%. Dazu absorbieren und emittiercn die erfindu.igsgemaBen konjugierten Farbstoffe Licht iin Spektral- 
bereich von 400 bis 900 nm und vorzugsweise im Spekiralbereieh von 600 bis 900 nm. 

Aryisulfonterte Farbstoffe 

Es wurdc nun gefunden. daft die hierin beschnebenen Arylsulfonat- oder A r\ Isulfonsaure Farbstoffe ihrer 
Natur naeh starker fluoreszierend sind und verbes^erte Photostabiiitatv und Wasserloslichkeitscigenschaftcn 
haben als ahnhehe Farbstoffe ohne Arylsulfonat- oder Arylsulfonsauregruppen. Die hienn verwendeten Be- 
zetchnungen Arylsulfonat oder Arylsulfonsaure sollen A ■ 'sulfonsauregruppen oder Arylsulfonatgruppen be- 
zeichnen. wobei die genannten Gruppen an aromatiscbe Ringstrukturen angefugt sind. mit EinschluB einer 
einzigen aromatischen Ringstruktur oder einer kondensierten Ringstruktur. beispielsweise einer Naphthalin- 
struktur. Die einzige aromatische Ringstruktur oder die kondensierte aromatische Ringstruktur kann in Polyme- 
ihm-, Cyanin-, Merocyanin- oder Styryl-Farbstoffen vorh;inden sein. 

Viele Farbstoffe mit planaren Molckularstrukturen mit EinschluB von ubliehen Cyanin-Farbstoffen neigen 
dazu, in waBriger Losung Dimere und Aggregate hoherer Ordnung zu btlden. und zwar insbesondere dann, wenn 
gleichfalls anorganische Salze vorhanden sind, wie es beispielsweise in gepuffertcn Losungen und physiologi- 
scher Kochsalzlosung der Fall ist. Diese Aggregate haben gewdhnfieh Absorptionsbanden. die zu dcr kurzen 
Weltenlangenseite der Monornerabsorption verschoben sind. und sie sind im allgemeinen sehr schwach fluores- 
zierende Arten. Die Tendenz der Cyamn-Farbstoffe, in waBriger Losung leicht Aggregate zu biiden, ist insbeson- 
dere in der Photographie gut bekannt (West W., und Pierce S.. ]. Phys. Chem., 69: 2894 (1965); Sturmer, D. M. t 
Spec. Top in Heterocyclic Chemistry, 30 ( 1 974)). 

Viele Farbstoffmoiekule und insbesondere Cyanin-Farbstoffmoiekuie neigen dazu, in waBriger Losung Ag- 
gregate zu bilden, Es ist gefunden wordea daB die Arylsulfonat-Farbstoffe eine minimale Neigung haben, diese 
Aggregate zu bilden. Bei Verwendung zur Bildung von fiuoreszierenden Markierungs-Reagentien haben die 
Arylsulfonat-Farbstoffe eine verminderte Neigung, Aggregate zu bilden, wenn sie mit hohen Oberflachendich- 
ten an Proteine oder andere Molekiile, wie Antikdrper, gebunden werden. Die Tendenz eines bestimmten 
Farbstoffmolekuls, Aggregate in einer Salzlosung (zum Beispiel 150 mM Natriumchiond-Losung) zu bilden, 
kann als MaB der Neigung des gleichen Farbstoffmolekuls zur Bildung von Aggregaten auf der Oberflache von 
Proteinen genommen werden. Fur Farbstoffmoiekule wird es daher angestrebt, daB sie eine minimale Neigung 
haben, in waBrigen Salzldsungen Aggregate zu bilden. Die W'erte der Fig. 2 zeigen, daB ein bestimmter arylsuifo- 
nierter Farbstoff selbst bei hohen Konzentrationen in waBriger Salzlosung nur eine niedrige Neigung hat, 
Aggregate zu bilden. 

Die Fig. 1 zeigt das Monomer-Absorptionsspektrum und das Dimcr-Absorptionsspektrum eines typischen 
Cyanin-Farbstoffs, geiost in einem waBrigen Puffer. Der zur Erzeugung dieser Spektren verwendete Farbstoff, 
N,N'-Di-su!fobutyl-indodicarbocyanin. weist keine Arylsulfonatgruppen auf und bildet selbst bei Konzentratio- 
nen im submillimolaren Bereich leicht Dimere. Das Dimer-Spektrum wurde aus den Spektren des Farbstoffs bei 
verschiedenen Konzentrationen errechnet (vgf. die Methode von West und Pearce. 1965). Bei einer 3-mM-Kon- 
zentration in einer phosphatgepufferten Kochsalzlosung waren die Absorptionen der Monomer- und Dimerban- 
den etwa gieich. 

Das Spektrumdes verbesserten Sulfoindodicarbocyanins. N".N'-Diethyl-indodicarbocyanin-5,5'-dtsulfonsaure, 
ist in Fig. 2 gezeigt. Dieser Farbstoff zeigte bei Konzentrationen bis ^u 10 mM kein Anzeichen einer Aggrega- 
tion in der Kochsalzlosung. 

Ublteherweise wird die Wirksamkeit. mit der sich ein bestimmter reaktiver Farbstoff an ein Protein, beispiels- 
weise einen Antikdrper. kuppelt, unter definierten Reaktionsbedmgungen bestimmt. Der gctestete Farbstoff 
war der Bis-N-hydroxysuccmimidester von N.N''Di-carbox\penty]-mdodicarbocyanin-5.5'-disulfonsaure. Die 
Fig. 3 zeigt. daB dieser aktive Suifoevanin-Farbstoff-Ester sich wirksam mil Schaf-Immunoglobulin in einem 
Carbonat-Puffer bet einem pH-Wert von 9,2 umsetzt, wodurch kovalent markierte Antikorpermolekuie gebildet 
werden. die ein Molverhaltms von Farbstoff zu Antikorper im Bereich von weniger als 1 bis mehr als 20, je nach 
den relativen Farbstoff- und Antikorperkonzentrationen, in der Reaktionslosung haben. Die Neigung der 
linearen kieinsten Quadrate der Werte zeigen. daB unter diesen Bedingungen die Markierungswirksamkeit 
dieses Farbstoffs etwa 80% ist. Bei ahnlichen Untersuchungen setzte sich Fluorescein-isothiocyanat (FITC) mit 
einer Wirksamkeit von etwa 20°/o um. 

Die Reaktivitat des aktiven Esters des neuen Sulfoindodicarbocyanin-Farbstoffs wurde dadurch untersucht, 
daB Schaf-Immunoglobulin (IgG) markiert wurde. Das Protein (4 mg/ml) wurde in 0,1 m Carbonat-Puffer (pH = 
<-U) aufgeiost. Aliquote Teiie des reaktiven Farbstoffs, geiost in wasserfreiem Dimethylformamid. wurden zu den 
Proteinproben gegeben, um die ursprunglichen Moiverhahnisse Farbstoff : Protein zu ergeben. Nach 30 Minu- 
ten wurde das Protein von dem unkonjugierten Farbstoff durch Gel-Permeationschromatographie (Sephadex 
G-50) abgetrennt. Die resuitterenden Moiverhahnisse Farbstoff : Protein wurden spektrophotometrisch be- 
stimmt. und sie sind in Fig. 3 dargestellt. 
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Bei niedrigen Verhaltnissen von Farbstoff zu Protein zeigen die Absorptionsspektren der markierten Proteine 
Banden, die eng den Spektren des freien monomeren Farbstoffs entsprechen. Bei Antikorpermolekulen, die 
] „ stark markiert worden sind (hohe Verhaltnisse Farbstoff : Protein) oder die mit Farbstoffen mit groBer Neigung 

zur Aggregation in waBrigen Losungen markiert worden sind. wird oft festgestellt, da(3 sie neue Absorptionspe- 
5 aks haben, die bei kiirzeren Wellenlangen erscheinen ais die Absorptionsbanden des monomeren Farbstoffs in 
wafiriger Losung. Die Wellenlange des neuen Absorptionspeaks fallt hauftg in einen Bereich, der fur das 
^ Dirner-Absorptionsspcktrum des Farbstoffs charakteristisch ist(vgl. Fig. 1). 

Starker markierte Antikorper haben hohere Verhaltnisse von kurzen zu iangen Welienlangen-Absorptionspe- 
g aks. Dieser kurzere Wellenlangen-Absorptionspeak kann in Fig. * bei ungefahr 590 nm gesehen werden. Der 

io iangere Weilenlangenpeak (bei 645 nm) in Fig. 4 ist auf monomere Farbstoffmoickule zuruckzuftihren. die an 
den Antikorper gebunden sind. Das Markierungs-Reagens. das verwendet wurde, um das Antikorper- Absorp- 
0 tionsspektrum in Fig. 4 herzustellen (der Bis-N-hydroxysuceinimidester von N,N'-D'-sulfobutyl-indodiearbocya- 

^ nin-S.S'-essigsaure) besitzt keine Arylsultonaigruppen und bildet leicht in waBrigen Salzlosungen und auf Anti- 

korpern, mitdenen er umgesctzt worden ist, Dimere. Von entschetdender Bedeutung ist es, daB die Flaoreszen?.- 
15 Anregungsspektren dieser Antikorper zeigen, daB die Anregung der markierten Antikorper beim kurzen 
Weilenlangenpeak nicht proportional so viel Fluoreszcnz erzeugi wie es bei einer Anregung beim langeren 
Weilenlangenpeak der Fall ist. Diese Beobachtung steht in Obereinstimmung mit der idee, daB der kurzere 
WeUenlan c ..i-Absorptionspeak auf die Bildung von nichtfluoresziercnden Dimercn und Aggregaten auf den 
Antikorpermolekulen zuruekzufuhren ist. 
20 Es wurde gefunden, daB das zum Erhalt der Werte der Fig. 3 verwendete Markierungs-Reagens, bestehend 
aus einem Arylsuifonat-Cyanin-Farbstoff, auf den Antikorpermolekulen nicht ohne weiteres aggregiert. Die^ 
ergibt sich aus dem erheblich kleineren Absorptionspeak bei Wellenlangen. bei denen charakteristischerw eise 
Dimere absorbieren (vgl. Fig. 5). Dies ist deswegen von Wichtigkeit. weil Antikorper und andere Proteine, die 
mit diesen "nichtaggregierenden" Markierungs-Reagentien markiert worden sind. starker fluoreszierende mar- 
2S kierte Proteine ergeben sollten. Tatsachlich ergeben die Arylsulfocyaninc selbst dann glanzend fluoreszierende 
Antikorper, wenn das mittlere Verhaltnis Farbstoff pro Antikorper relativ hoeh ist (vgl. Fig. 6). 

Schaf- Immunoglobulin (IgG), das mit einem Carboxyindodicarbocyanin- Farbstoff markiert worden ist, ist in 
Fig. 4 gezeigt. Die Fig. 5 zeigt das Protein, das mit dem neuen Sulfitndodicarbocyanin-Farbstoff konjugiert 
worden ist. Die Anwesenheit von erhohtem Dirneren (vgl. Fig. t) in der erstgenannten Probe ist offensichtlich. 
% 30 Obgleich das Molverhaltnis Farbstoff : Protein bei beiden Praparaten ungefahr gleieh war, war das in Fig. 5 

H dargestellte Protein erheblich starker fluoreszierend als die in Fig. 4 gezeigte Probe. 

Um glanzende bzw. hell fluoreszierende Antikorper oder andere Proteine, die mit Fluoreszenz-Farbstoffen 
markiert worden sind, zu erhalten, ist es von Wichtigkeit, daB die mittlere Quantenausbeute pro Farbstoffrnole- 
kul auf dem Protein so hoch wie mogiich ist. Es ist allgemein festgestellt worden, daB, wenn die Oberffaehendich- 
35 te der Farbstoffmolekule auf dem Protein zunimmt (d. h.. wenn das Verhaltnis von Farbstoff zu Protein zu- 
nimmt), dann die mittlere Quantenausbeute der Farbstoffe vermindert wird. Dieser Effekt ist manchma! dem 
Ausloschen zugeschrieben worden, das als Ergebnis einer Farbstoff- Farbstoff- Wechselwirkung auf der Oberfla- 
che von starker markierten Proteinen stattfindet. Die Bildung von niehtfluoreszierenden Dirneren auf Protein- 
oberflachen kann mit Sicherheit zu diesem Ausloschen beitragen. Die Fig. b zeigt. daB die mittlere Quantenaus- 
40 beute eines Aryisulfocyanin-Farbstoffs langsam abnimmt, wenn das Farbstoff/Protein- Verhaltnis zunimmt (Kur- 
ve mit Diamantensymbolen). Demgegenuber zeigt die Kurze mit den runden Symbolen, daB eine sehr rasehe 
Abnahme der mittleren Quantenausbeute fur das Konjugat eines Nicht-Arylsulfocyanin-Farbstoffs (N.N'-Di- 
sulfobutyl-indodicarbocyanino-isothiocyanat) stattfindet, wenn das Farbstoff/Protein- Verhaltnis zunimmt. Da- 
her ergibt der in Fig. 6 gezeigte Sulfocyanin-Farbstoff starker glanzend fluoreszierende Antikorper als der 
45 andere Farbstoff, und zwar insbesondere im Markierungsbereich von 1 bis 10 Farbstoffmolekulen pro Antikor- 
permolekuL 

Die mittlere Fluorcszenz-Quantenausbeute der einzelnen Farbstoffmolekule auf den markierten Proteinen ist 
ein MaB des von diesen Biomolekulen erhaltlichcn Fluores/enzsignals. Werte von Schaf-Immunoglobulin (IgG). 
das mit dem neuen Sulfomdodicarboeyanin-Farbstoff in ph. Aphatgepufferter Koehsalzlosung markiert worden 
50 war. sind in der Kurve mit T ...naniensymbolen der Fig. b ge/eigt. Die Kurve mit runden Symbolen der Fig. 6 
zeigt Proteine. die mit einem reaktiven lndodiearbocyaninisothioc\anat-Farbstoff zum Vergleieh markiert wor- 
den sind. In Fig. 6 stellen die Quantenausbeuten bei einem Verhaltnis Farbsioff-'Protein von Null die Werte fur 
die Methylamin-Addukteder reaktiven Farbstoffe (freier Farbstoff) tm Puffer dar. 

% S5 Hintergrund- Verfahren 

Lurnineszenz-Sonden sind wertvolle Reagemien fur die Analyse und Trennung von Molekulen und Zellen und 
fur die Erfassung und quantitative Bestimmung von anderen Materialien. Eine sehr kleme Anzahi von lumines- 
zierenden Molekulen kann unter optimalen Umstanden erfaBt werden. Barak und Webb sehen weniger als 50 

tiO Fluoreszenz-Lspid-Analoge im Zusammenhang mit der LDL-Rezeption von Zellen unter Verwendung einer 
SIT-Kamera. j. Cell. Biol. 90: 595-605 ( 1981 ). Die FlieG-Cytomene kann Jazu verwendet werden, um weniger als 
10 000 Fluoresceinmolekule zu erfassen, die mit Teilchen oder bestimmten Zellen asso/iiert sind (Muirhead. 
Horan und Poste. Bio- Technology 3: 337-356 (1985)). Einige spczielle Beispieie fur die Anwendung von 
f| Fluoreszenz-Sonden .sind (1) die Identifizierung und Trennung von Subpopulationen von Zellen in einem 

*n Gemisch von Zellen durch die Technikcn der Fluoreszenz-Flief3-Cytometrie, der Fluoreszenz-aktivierten Zell- 
sortierung und der Fluores/enz - Mikroskopie; (2) die Bestimmung der Konzentration einer Substanz, die sieh an 
cine zweite Art bindet (zum Beispiel Antigen- Antikorper- Reaktionen), bei der Technik des Fluoreszenz- immun- 
oassays; (3) die Lokalisierung von Substanzen in Gelen und anderen unlosliehen Tragern durch die Techniken 
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der Fluoreszenz-Anfarbung. Diese Techniken werden von Herzcnberg et al., "Cellular immunology' 1 , J. Auflage, 
Kapitel 22; Blackwcll Scientific Publications. 1 978 (Fluoreszenz-aktiviertes Zellsortieren); und von Goldman, 
"Fluorescence Antibody Methods" Academic Press, New York, 1968 (Fluoreszenz-Mikroskopie und Fluores- 
zenz-Anfarbung); und in "Applications of Fluorescence in the Biomedical Sciences', herausgegeben von Taylor 
et al., Alan Liss Inc., 1986, beschrieben. ^ 

Bei der Verwendung von Fluoreszenzmitteln fur die obigen Zwecke bestehen hinsichtiich der Wahl des 
Fluoreszenzmittels viele Beschrankungen. Eine Beschrankung besteht in den Absorptions- und Emissionseigen- 
schaften des Fluoreszenzmittels. da vide Ligandcn, Rezeptoren und Materialien in der Testprobe. zum Bcispiel 
Blut, Una Cerebrospinal-FIu^sigkeit. fluoreszieren und die genaue Restimmung der Fluores '.en/ der fluoreszie- 
renden p robe storen. Diese Erscheirung wird als Autofiuorcszenz oder Hintergrund-Fiuoreszenz bezeichnet. 10 
Fin weiterer Gesichtspunkt is* die Fahigkett des Fluoreszenzmittels, mit Liganden und Rezeptoren und anderen 
bioiogischen und nichtbiologischen Materialien zu konjugieren, und der EFfekt einer solchen Konjugation auf 
das Fluoreszenzmittel. fn vielen Situationen i:ann die Konjugierung an ein anderes Moiekul zu einer wesentli- 
chen Veranderung der Fluoreszenz-Eigenschaften des Fluoreszenzmittels fuhren und in manchen Fallen sogar 
die Quantenleistung des Fluoreszenzmittels wesentlich zerstoren oder vermindern. Es ist auch mbgiich, daS die 15 
Konjugierung mit dem Fluoreszenzmittel die Funktion des zu markierenden MoIckuIs inaktiviert. Eme dritte 
Erwagur.g liegt in der Quantenleistung des Fluoreszenzmittels. die fur cine empfindliche Erfassung hoch sein 
solite. Eine vierte Erwagung ist die Lichtabsorptionsfahigkeit oder der Extinkttonskoeffizient des Fluoreszenz- 
mittels, der so groB wie moglich sein solltc. Von Wichtigkeit ist auch. ob sich die Fluoreszenzmolekule mitetnan 
der umsetzen, wenn sie sich in enger Nahe befinden, was zu einem Selbstausldsehen fuhren wurde. Eine weitere :o 
Befiirchtung geht dahin, ob eine nichtspezifische Bindung des Fluoreszenzmittels an andere Verbindungen oder 
Behalterwande entweder selbst oder in Verbindung mit der Verbindung. an die das Fluoreszenzmittel konjugtert 
wird, erfolgt. 

Die Anwendbarkeit und der Wert der oben beschriebenen Methoden sind eng an die Verfugbarkeit von 
geeigneten fluoreszierenden Verbindungen gekoppelt. Insbesondere besteht ein Bedarf an fluoreszierenden 25 
Substanzen, die in dem langeren Wellenlangenbereich des sichtbaren Bereichs (Gelb bis nahes Infrarot) cmrttie- 
ren, da die Anregung dieser Chromophoren weniger Autofluoreszenz und auch vielfache Chromophoren ergibt, 
die bei verschiedenen Wellenlangen fluoreszieren, die gleichzeitig anaiysiert werden konnen. wenn die gesamten 
sichtbaren und die nahen Infrarotbereiche des Spektrums verwendet werden konnen. Fluorescein, eine weit 
verwendete fluoreszierende Verbindung, ist eine geeignete Emissionsverbindung im grunen Bereich, obgleich 30 
bei bestimmten Immunoassays und Zelianalysensystemen die Hintergrund-Autofluoreszenz. welche durch An- 
regung bei Fluorescein- Absorptionswellenlangen erzeugt wird, die Empfindlichkeit der Erfassung beschrankt. 
Jedoch hat sich das herkommiiche rotfluoreszierende Markierungsmittel Rhodamin als weniger wirksam als 
Fluorescein erwiesen. Texasrot® ist ein geeignetes Markierungsmittel. das bei 578 nm angeregt werden kann und 
maximal bei 610 nm fluoresziert. 35 

Phycobiliproteine haben einen wichtigen Beitrag wegen ihres hohen Extinktionskoeffizienten und der hohen 
Quantenausbeute gemacht. Diese Chromophor enthaltenden Proteine konnen kovalent an viele Proteine gebun- 
den werden, und sie werden in FIuoreszenz-Antikorper- Assays in der Mikroskopie und der -FlieB-Cytometric 
verwendet. Die Phycobiliproteine haben jedoch foigende Nachteiie: ( 1 ) die Protein-Markierungsverfahrenswei- 
se ist reiativ komplex; (2) die Protein-Markierungsfeistung ist gewohnlich nicht hoch (typischerweise ein Mittel 40 
von 0.5 Phycobiliprotein-Molekule pro Protein); (3) das Phycobifiprotein ist ein Naturprodukt, und seine Herstel- 
lung und Reinigung ist komplex; (4) die Phycobiliproteine sind teuer; (5) es sind keine Phycobiliproteine als 
Markierungs-Reagentien verfugbar, die weiter zum roten Bereich des Spektrums als Allophycocyanin fluores- 
zieren, welches maximal bei 680 nm fluoresziert; (6) die Phycobiliproteine sind chemisch reiativ instabil; (7) sie 
sind leicht einer Photobleichung unterworfen; (8) die Phycobiliproteine sind groBe Proteine mit Molekularge- 45 
wichten im Bereich von 33 000 bis 240 000, und sie sind groBer als viele Materialien. die markiert werden soiien. 
wie Metabolite, Arzneimiuel, Hormone, derivatisierte Nucleotide und viele Proteine mit EinschluB von Antikor- 
pern. Der letztgenannte Nachteil ist von besonderer Wichtigkeit, da Antikorper, Avidin, DNA-Hybridisierungs- 
Sonden, Hormone und kteine Molekule, die mit den groBen Phycobiliproteinen markiert sind, nicht dazu 
imstande sein konnen, sich an ihre Targets wegen stenscher Begrenzungen zu bmden, die durch die GroBe des so 
konjugierten Kompiexes auferlegt werden. Die Binuungsrate von Konjugaten an Targets ist gegenuber nieder- 
molekularen Konjugaten iangsam. 

Durch andere Techniken, wt {istologie, Cytoiogie. Immunoassays, wurden auch erhebliche Vorteile durch 
die Verwendung eines Fluores. ., .izmittels mit hoher Quameneffizienz. Absorptions- und Emissionseigenschaf- 
ten bei langeren Welieniangen und mit einfacher Durchfuhrung der Konjugierung, die von einer nichtspezifi- 55 
schen Interferenz im wesentiichen frei sind, erfahren. 

Gemafi der Erfindung werden reaktive fluoreszierende arylsulfonierte Cyanin- und damit verwandte Farb- 
stoffe mit reiativ groBen Extinktionskoeffizienten und hohen Quantenausbeuten zum Zwecke der Erfassung und 
quantitativen Bestimmung von markierten Komponenten verwendet. 

Fluoreszierende Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe konnen zur Markierung von bioiogischen Materia- 60 
lien, wie Antikorpern, Antigenen. Avidin. Streptavidin, Proteinen. Peptiden, derivatisierten Nucleotiden, Kohlen- 
hydraten. Ltpiden, bioiogischen Zeilen. Bakterien, Viren, Blutzeilen. Gewebezellen, Hormonen, Lymphokinen, 
bioiogischen Spurenmolekulen, Toxinen und Arzneimitteln. verwendet werden. Fluoreszenz-Farbstoffe konnen 
auch zur Markierung von nichtbiologischen Materialien, wie loslichen Polymeren und Polymeren und Giasteil- 
chen, Arzneimitteln, Leitern, Halbleitern, Glas- und Polymeroberflachen, Polymermembranen und anderen b r> 
festen Teilchen, verwendet werden. Die zu markierende Komponente kann auch in einem Gemisch mit anderen 
Materialien vorliegen. Das Gemisch. in dem die Markierungsreaktion stattfindet. kann ein fliissiges Gemisch. 
insbesondere ein waBriges Gemisch, sein. Die Erfassungsstufe kann mit dem Gemisch in flussigem oder trocke- 
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nem Zustand beispielsweise einem Objekttrager, durchgefuhrt werden. 

ErftndungsgemaB ist es erforderlich, daB Cyanin-Farbstoffe durch die Einarbeitung einer reaktiven Gruppe in 
das Cyaninmolekul modifiziert werden. Diese reaktive Gruppe heftet sich kovaient an ein Zie!- bzw. Targetmo- 
tekiii, vorzugsweise an eine Amin- oder Hydroxysteile, und in manchen Fallen an cine Sulfhydryl- oder Aldehyd- 
5 steUe. Die Erfindung verwendet auch die Modifizierung oder Verwendung von Cyanin- und damit verwandten 
Farbstoffstrukturen, um ihre Lbslichkeit in der Testfliissigkeit zu erhohen, um (1) ihre Handhabung bei Markie- 
rungsreaktionen [eichier zu machen, (2) die Aggregation des Farbstoffs auf der Oberflache der zu markierenden 
Proteine zu verhindern helfen und (3) die nichtspezifische Bindung von markierten Materialien an biologische 
Materialien und an Oberflachen und die Assayvorrichtung zu verhindern helfen. 
10 Die Cyanin- und die damit verwandten Farbstoffe bieten e ; nen wichtigen Vorte'l iiber derzeit v;rfugbare 
fluores^ierende Markierungs-Reagentien. Zum ersten sind Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe synthcti- 
siert worden, die in einem Be^e'ch des Spektrums von 400 bis nahezu 1 100 nm ubsorbieren und emittieren. Somit 
konnen reaktive Derivate aieser Farbstoffe fur Assays hergestcllt werden, die cine gleichzeiuge Messung einer 
Anzahl von markierten Materialien erfordern. Die Vielfarben-(oder Muitiparameter-)analyse dieser Art kann im 
t5 (nteresse der Einfachheit, der Kostenwirksamkeit oder zur Bestimmun^ von Verhiiitnissen von verschiedener 
markierten Arten auf jedem Teilchen in einem komplexen Gemisch von Teilchen zweckmaGig sein (zum Beispiel 
der Verhaltmsse von Antigen-Markern auf indivtduellen Blutzeiien in einem komplexen Gemisch durch Multipa 
rameter-FlieB-Cytometrie oder FIuoreszenz-Mikroskopie). Zum zweiten absorbieren und ffuoreszieren vieie 
Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe stark. Zum dritien sind viele Cyanin- und damit verwandte Farbstoffe 
20 relativ photostabil, und sie bleichen nicht ohne weiteres im Fluoreszenz-Mikroskop. Zum vienen konnen 
Cyanin- und damit verw r andte Derivate hergesteilt werden. die einfache und wirksame Kupplungs-Reagentien 
sind. Zum fiinften sind vieie Strukturen und synthctische Vcrfahrensweisen verfiigbar. und die Klusse der 
Farbstoffe ist vielfaltig. Es konnen daher viele Sirukturmodifikationen durchgefuhrt werden, um die Reagentien 
mehr oder weniger wasserldslich zu mache.u u»e Ludung kann verandert werden. so daB sie das Molekul nicht 
25 storen, an das sie angefugt sind, wodurch die nichtspezifische Bindung reduziert werden kann. Zum sechsten sind 
im Gegensatz zu den Phycobiliproteinen die Cyanin-Farbstoffe relativ kfein (Moiekulargewicht « 1 000), so daB 
sie nicht nennenswerterweise mit der Fahigkeit des markierten Molekuls sterisch mterferieren, ihre Bindungs- 
stelle rasch zu erreichen oder ihre Funktion auszuuben. 

Somit bringen Cyanin-Farbstoff-Markierungsmittel vieie potentielie Vorteile mit sich. Diese Farbstoffe kon- 
3| 30 nen dazu verwendet werden, um ein oder mehrere Komponenten in einer Flussigkeit, insbesondere einer 

waBrigen Flussigkeit, selektiv zu markieren. Die markierten Komponenten konnen sodann durch optische oder 
Lumineszenzmethoden erfaBt werden. Alternativ kann die markierte Komponente dazu verwendet werden, um 
eine zweite Komponente anzufarben, fur die sie eine starke Affmitat besitzt. Die Anwesenheit der zweiten 
Komponente wird sodann durch optische oder Lumineszenzmethoden festgcstellt. In diesem Fall wird der 
15 Farbstoff mit einer Amin-, Hydroxy-, Aldehyd- oder Sulfhydryigruppe auf der markierten Komponente umge- 
setzt. So kann beispielsweise die markierte Komponente ein Antikorper sein, und die angefarbte Komponente. 
fur die sie eine starke Affinitat hat, kann eine bioiogischc Zelle, ein Antigen oder ein Hapten oder eine 
biologische Zelle oder ein Teilchen, das das genannte Antigen oder Hapten enthait, sein. GemaB einem weiteren 
Beispie! ist die markierte Komponente Avidtn. und die angefarbte Komponente kann ein biotinyliertes Material 
40 sein. Auch konnen Lectine, die mit Polymethin-Cyanin-Farbstoffen konjugiert sind, dazu verwendet werden, um 
spezielle Kohlenhydratgr ippen zu erfassen und quantitativ zu bestimmen. Weiterhin konnen Lumtneszenz-Cya- 
nin- und damit verwandte Farbstoffe an Fragmente von DNA oder RNA angeheftet werden. Die markierten 
Fragmente von DNA oder RNA konnen als Fluoreszenz-Hybridisierungssonden verwendet werden. um das 
Vorhandensein und die Menge von spezifischen komplementaren Nucfeotid-Sequenzen in Proben, die DNA 
45 oder RNA enthalten, zu identifizieren. Auch kann der Farbstoff an ein Hormon oder an etnen Liganden (zum 
Beispiei ein Hormon, ein Protein, ein Peptid, em Lymphokin. emcn Metabohten) angefugt werden. das bzw. der 
danach an etnen Rezeptor angefugt wird. 



Fiirandere Zwecke in Patentschriften beschriebene reaktive Cyanin-Farbstoffe 

GemaB den US-PS 43 37 063 (Miraha et ai.).44 04 289.44 05 711 und 44 14 325 (Masuda et a!.; ist eine Viclzahl 
von Cyamn-Farbstoffen synthetisiert worden. die aktive N-Hydroxysuccinirnidester-Gruppen enthalten. Diese 
Patente zeigen. daB diese Reagentien als photographische Sensibilisatoren verwendet werden konnen. Die 
moglichen Fluoreszenz-Eigenschaften dieser Reagentien sind in den Patemen nicht genannt. Tatsachlieh sind 
auch fur diese Prozesse keine Fluoreszenz-Eigenschaften erforderlich. Die meisten der in diesen Patentschriften 
genannten Farbstoffe sind nur schwach fluoreszierend. und sie sind nicht besonders photostabil. Weiterhin sind 
ihre Loshchkettseigenschaften fur vieie Anwendungszweeke nicht optimal, die erne Fluoreszenzerfassung von 
markierten Materialien beinhalten wiirden. 

In der GB-PS 15 29 202 (Exckiel et al.) werden zahlreiche Cyanm-Farbstoffdenvate beschricben, die als 
kovaient reagierende Molekiiie verwendet werden. Die in diesen Reagentien verwendete reaktive Gruppe ist 
eine Azingruppe. zu der Mono- und Dichlortriazingruppen gehoren. Dtese Druckschnft bezieht sich auf die 
Entwicklung und die Verwendung dieser Reagentien als Sensibilisatoren fur photographische Filme. Fur dieses 
Verfahren ist kerne Fiuoreszenz erforderlich. und die meisten der dann beschnebenen Reagentien sind nicht 
fluoreszierend. SchlieBhch bezieht sich diese Druckschnft nicht auf die Entwicklung und . erwendung von 
reaktiven Cyanin-Farbstoffen zum Zwecke der Erfassung und quantitative Bestimmung von markierten Mate 
riaiien. 

Die vorliegende Erfindung betrifft Methoden zum kovalenten Anheften von lummeszierenden Cyanin- und 
cyaninarttgen Farbstoffen an biologische Materialien. nichtbiologische Materialien und Makromoiekule und 



8 



8NSDOC1D: <DE 3912046A1_L> 



DE 39 12 046 Al 



Teilchen, damit diese Matcrialicn lumines/terend markicrt wcrden. Auf diese Weise kann das markierto Material 
durch Lumineszenz-Frfassungsmethoden erfaBt und/odcrquantitativ bestimmt werden. 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren /.ur Erfussung einer Kornponente in cincr Flussigkeit, das dadurch 
gekennzeichnet ist, daft man zu dcr genanntcn Fltissigkeit einen Farbstoff /usetzt. der aus der Gruppe bestehend 
aus Cyanin-. Merocyanin- und Styryl-Farbsioffen ausgcwahlt ist und der in der F'l ussi ek et t losiich ist und einen 
Substituenten enthah, damit er mil Amin- und Hydroxygruppen and mogiicherweise mit Aldehyd- und Sulfhy- 
drylgruppen auf der genannten Kornponente kovafent reaktiv wird. so daB die genannte Kornponente markien 
wird. Die markierte Kornponente wird sodann durch Lu mines/en ?.- oder Ltehtabsorptsonsmethoden erfaBt 
und/oder quantitativ bestimmt. Wenn die markierte Kornponente ein Antikorper. etn DN A -Fragment, ein 
Hormon, ein Lymphokin oder ein Arzncimittcl ist, dann kann die markierte Kornponente dazu vervvendot 
werden, urn das Vorhandensen einer zweiten Kornponente. an die es gebunden wird. zu ideniifizieren. worauf 
die zweite Kornponente erfaBt und/oder quantitativ bestimmt werden kann. 

}ede behebige Lumineszenz- oder Lichtabsorptions-Erfassungsstufe kann angewendet werden. So kann bei- 
spieisweise die Erfassungsstufe eine optische Erfassungsstufc sein, bei der die Flussigkeii mit Licht von ersten 
definierten Wellenlangen bcstrahlt wird. Licht mit zweiten definterten Wellenlangen. das durch die markierte 
Kornponente fluoreszieri oder phosphoresziert wird, wird hterauf erfaBt. Die Erfassung kann aueh durch 
optische Lichtabsorption erfolgen. So kann beispielsweise die Erfassungsstufc in der Weise durehgefuhrt uer- 
den. dalS man Licht mit ersten definierten Wellenlangen durch die Fiussigkeit leitet und sodann die Wdlenlange 
des Lichts. das durch die Flussigkeit hindurchgelassen wird. bestimmt. 

GewiinschtenfaMs kann die Erfassungsstufe auch eine ehemische Analyse umfassen. urn chemisch cine Anhef- 
tung des Cyanins oder eines verwandten Chromophors an die Kornponente zu erfassen. 

Die Grundstrukturen der Cvanin-, Meroeyanin- und Styryl-Farbstoffe. die modifiziert werden konnen, urn 
kovalente Markierungs-Reagentien zu crzeugen, sind nachfoigend gezeigt: 



"'3 



R. 



X 



N 
i * 
R. 



.N 



R- ^ 



R4 



CH = C- 



•CH- 



Cvanm 



R^ 

I 

- C H — c =k 



o 

>• 



Meroeyanin 



NO*' 



Hi 



Ri 




Styrv! 

Spezifischere Beispiele von Pofymethin-Cyanin-Farbstoffen smd wie folgt: 
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Cyanin 




Merocvanm 
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In diesen Strukturon sine! 
X und Y aus der Gruppc 
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CH 



O. S unci C 



1 



ausgewahlt; 

Z ist aus der Gruppe O unci S ausgewahlt und 

m ist eine ganzc Zahl. die aus der Gruppe bestehend aus 1. 2, J und 4 ausgewahlt ist. 

In den obigen Formein bestimmt die Anzahl der Methingruppen zum Teii die Anregungsfarbe. Die eyclisehen 
Azinstrukturen konnen auch zum Teil die Anregungsfarbe bestimmen. Oftmals tragen hohere Worte vor m zu 
einer gestcigcrten Lumineszertz und Absorption bei. Bei Werten von m oberhalb 4 wird die Verbmdung tnstabil. 
Fine 'vcitere Lumineszenz kann durch Modifikationen der Ringstrukturen verliehen werden. Wenn m = 2. dann 
ist die Anregungswellenlange etwa 650 nm. und die Verbmdung ist sehr stark fiuoreszierend. Maximale Emis- 
Sionswellenlangen sind tm allgemeinen 15 bis 100 nm hoher als die maximaien Anregungswellenlangen. 

Mindestens einer. vorzugsweise nur einer. und moglieherweise zwei oder mehr der genannten Gruppen R i. R >, 
R-s, R. ; , Rv R md R- in jedem Moleki.il ist bzw. sind erne reaktive Gruppe zur Anheftung des Farbstoffs an die 
markierte Komponente. Fur bestimmte Reagentien kann mindestens cine der Gruppen R t , R;. R s . R 4 , R 3l R 0 und 
R: auf jedem Molekul auch erne Gruppe sein, die die Loslichkeit des Chrornophors erhoht oder die Selektivitat 
der Markierung der markicrten Komponente beeintrachtigt oder die Position der Markierung der markierten 
Komponente durch den Farbstoff beeintrachtigt. 

In den genannten Formein umfaBt mindestens eine der genannten Gruppen R^. R^ (wenn vor hand en) und R ;u 
(wenn vorhanden) mindestens eine Sulfonatgruppe. Die Bezeichnung Sulfonat soil Sulfonsaure einschlieBen, da 
die Sulfonatgruppe nur eine ionisierte Sulfonsaure darstelk. 

Reaktive Gruppen. die direkt oder indirekt an den Chromophor angefiigt werden konnen, um die Gruppen R u 
R:. Rj. R 4 , R>. Ro und R; zu btlden, konnen reaktive Gruppierungen einschlieBen. beispietswesse Gruppen, die 
Isothiocyanat. Isocyanat, Monochlortriazin, Dichlortriaztn* Mono- oder Dihalogen-substituiertes Pyridin, Mono- 
oder Dihalogen-substituiertes Diazin, Maleimid, Aziridin, Sulfonylhalogentd, Saurehalogenid, Hydroxysuccini- 
midester, Hydroxysulfosuccinimidester, Imidoester, Hydrazin, Azidonitrophenyl, Azid, 3-(2-Pyridyidithio)-pro- 
prionamid, Glyoxal und Aldehyd enthaiten. 

Spezieiie Beispiele fur die Gruppen R 1( R 2 , R3, R4, Rs, Rt> und R?,die besonders gut fur Markierungskomponen- 
ten mit verfiigbaren Amino-, Hydroxy- und Sulfhydrylgruppen geeignet sind. sind die folgenden Gruppen: 



— NCS 



H N 
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NCS 
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■NCO-< NCO 



-<CH>),NCO 
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und 




wobei mindestens eines von Q oder W cine Austrittsgruppe. wie I. Br. CI. ist: 
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Spezielle Beispiele von Gruppen Ri. R:. Rj. R->, R (J und R-, die besonders gut zum Markieren von 
Komponenten mit verfugbaren Sulfhydrylgruppen geeignet sind und die in etnern Zweistufen- Verfahren zur 
Markierung von Antikorpern verwendet werden konnen, sind die folgenden Gruppen: 



O 

■NC -CH 2 Q 
H 



H 

N - C — CH 2 Q und 

!i 

o 



H 

■iCWA N— C — CH.Q 
II 

O 



worin Q eine Austrittsgruppe, wie I oder Br, ist: 

O 

// % 




oder 



-(CH 2 ); 



O 

II 

NC — (CH>) — S- 
H 



worm r?0oder eine ganze Zah! ist, 

Spezieile Beispiele fur die Gruppen R.. R : , R i; R 4 . R^. R 0 unci R:. die besonders gut zum Markieren von 
Komponenten durch iiehtaktiviertes Vernet/ungsverkniipfen geeignet sind, sind die f'olgenden Gruopen: 




■Nj und 



NO: 

Zum Zweeke der Erhohung der Wasseridsliohkeit oder der Verminderung emer urterwunschten mchtspeziri- 
sehen Bmdung der markievten Komponeme an ungeeignete Komponenten in der Probe oder zur Verminderung 
von Reaktionen z.wisehen zwei oder mehreren reaktiven Chromophoren aui der markierten Komponcnte. was 
zurn Ausloschen der Fiuoreszen? fuhren kdnrue. konnen die Gruppen R;, R(. R^, R->. und R; uus den gut 
bekannten polaren und eiektnsch geladenen chemischen Gruppen ausgewahlt werden. Beispiele hierfur sind 
— E— F, wobei F Hydroxy. Sulionat, Sult'at. Carboxyiat. subsntuiertes Amino oder quaternares Amino ist und 
wobci E eine Abstandsgruppe. wie — (CH;)n— ist, wobei n 0, 1 . 2. i oder 4 ist. Geeignete Beispiele sind /um 
Bcispicl Alkylsulfonai. -fCHjhSO^und (Ct l:) 4 -SO>- 

Die Polymethinkette der Lurmneszcnz-Farbstoffe gernati der Erfindung kann aueh eine oder mehrere cycii- 
sehe chemische Gruppen enthaiten, die Brucken zwischen /uei oder mehreren der Kohlenstoffatome der 
Poiyrnethinkette bilden. Diese Brucken konnten dazu dienen, die ehemisehe oder die Phoiostabilitat des Farb- 
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stoffs zu erhohen. und sie konnten dazu verwendet werden, die Absorptions- und Emissionswellentangen des 
Farbstoffes zu verandern oder semen Extinktionskoeffizienten oder seine Quantenausbeute zu verandern. 
Verbesserte Losiichkeitseigenschaften konnten durch diese Modifizierung erhaiten werden. 

Erfindungsgemaf3 kann die markierte Komponente aus folgenden Substanzen ausgewahlt werden; Antikor- 
pern, Proteinen, Peptiden. Enzymsubstraten. Hormonen, Lymphokinen. Metaboliten. Re'/eptoren. Antigenen. 
Haptenen, Lectinen. Avidin, Streptavidin, Toxinen, Kohienhydraten, Oligosaccharides Polysaccharides Nu- 
cleinsauren, Deoxynueleinsauren, derivatisierien Nucleinsaurcn, derivatisierten Deoxynueleinsauren, DNA- 
Fragmenten, RNA-Fragmenten, derivatisierten DNA-Fragmenten. derivatisierten RNA-Fragmenten. naturli- 
chen Arzneirnitteln, Virusteilchen, Eaktenenteilehen, Viruskomponenten. Hefekomponenten, Blutzelfen, Blut- 
zellkomponenten, biologischen Zellen, nichtzelluiaren Blutkomponemen. BaJacrien, baktenellen Komponenten, 
natiirlichen und synthetischen Lipidbliischen. synthetischen Arzneimitteln. Giften. umweltverschmutzenden 
Stofferu Poiymeren, Polymerteilchen, Glasteilchen, Glasoberflachen. Kunststoffteilchen. Kunststoffoberfiachen. 
Polymermembranen, Leitern und Halbleitern. 

Ein Cyanin oder em damit vcrwandter Chromophor kann auch hergesteif t werden, der. wenn er mtt einer 
Komponente umgesetzt wtrd. Licht bei 633 nm absorbieren kann. fn dor Erfassungsstufe kann cm Helium-Neon- 
Laser verwendet werden. der Licht bei dieser Welieniange des Spektrums emittiert. Auch kann ein Cyanin- oder 
damn vcrwandter Farbstoff hergestellt werden. der, wenn er mit einer Komponente umgesetzt wird, Licht 
maximal zwischen 700 nm und 900 nm absorbieren kann. in diesem fall kann in der Erfassungsstufe eine 
Laserdiode verwendet werden. die Licht in diesem Bereich des Spektrums emittiert. 

Seiektivitat 

Die oben angegebenen reaktiven Gruppen sind relativ spezifisch fur die Markierung bestimmter funktioneller 
Gruppen auf Proteinen und anderen biologise h n oder nichtbiologischen Molekulen. Makromolekulen, Oberfla- 
chen oder Teilchen, vorausgesetzt, daB geeignete Reaktionsbedingungen mit EinschluB von geeigneten pH-Be- 
dingungen angewendet werden. 

Eigenschaften der reaktiven Cyanin-, Merocyanin- und Styryl-Farbstoffe und ihrer Produkte 

Die Spektraleigenschaften der erfindungsgemafien Farbstoffe werden durch die hierin beschriebene Funktio- 
nalisierung nicht nennenswert verandert. Die Spektraleigenschaften der markierten Proteine und der anderen 
Verbindungen sind gleichfalls nicht sehr verschieden von denjenigen des Grund-Farbstoffmolekiils, das nicht an 
ein Protein oder ein anderes Material konjugiert worden ist. Die hierin beschriebenen Farbstoffe haben, allein 
oder an ein markiertes Material konjugiert, tm allgemeinen grofte Extinktionskoeffizienten (e — 100 000 bis 
250 000), hohe Quantenausbeuten so hoch wie 0,4 in bestimrnten Fallen, und sie absorbieren und emittieren Licht 
im Spektralbereich von 400 bis 900 nm. Somit sind sie von besonderem Wert als Markierungs-Reagentien ftir die 
Lumineszenz-Erfassung. 

Optische Erfassungsmethoden 

Zur Erfassung bzw. Bestimmung einer markierten oder gefarbtcn Komponente kann jede befiebige Methode 
angewendet werden. Die Lrfassungsmethode kann eine Lichtquelle verwenden, die das Gemisch, welches das 
markierte Material enthalt, mit Licht mit ersten definierten Wellenlangen bestrahlt. Bekannte Vorrichtungen 
werden verwendet, die Licht mit zweiten Wellenlangen erfassen, welches Licht durch das Gemisch hindurchge- 
lassen worden ist oder das durch das Gemisch fluoresziert oder iuminesziert wird. Solche Erfassungsvorrichuin- 
gen sind beispielsweise Fluoreszenz-Spektrometer, Absorptions-Spektrophotometer, Fluoreszenz-Mikroskope. 
Lichtdurchlassigkeits-Mikroskope und FlieD-Cytometer. optische Fasersensoren und [mmunoa^ay-InstTumen- 
te. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren konnen auch chemische Analysenmethoden verwendet werden, urn 
die Anheftung des Farbstoffs an die markierte Komponente oder die markierten Komponenten zu erfassen. 
Betspiele fur chemische Analysenmethoden sind die fnfrarot-Spektrometne, die NMR-Spcktrometrie. die Ab- 
sorptions-Spektrometrie. die Fluoreszenz-Spektrometrie. die Massen-Spektromeiric und die Chromatographic. 

Die Erfindung wird in den Beispielen erlautert. 

Beispiel 1 

Effektdes pH-Werts auf die Konjugierung von Sulfoindodicarbocyanin mit Protein 

Proben von Sen af- /-Globulin (4 mg/mi) in 0,1 m Carbonat-Puffern (pH = 8,5, 8,9 und 9,4) wurden bei 
Raumtemperatur mit einem lOfachen moiaren OberschuB des folgenden aktiven Sulfoindodicarbo-cyaninesters 
[m = 2) vermischt. 
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Zu geeigneten Zeitpunkten, die sich von 5 Sekunden bis 30 Minuten crstreckten, wurden Proteinproben von 
nichtkovalent angeheftetem Farbstoff durch Gel-Permeationschromatographie auf Sephadex s G-50 abgetrennt. 
Die maximale Markiei ung des Proteins erfolgte nach 10 Minuten undergab End-Molverhaltnisse von Farbstoff/ 
Protein von 5,8, 6,4 und 8.2 fur die Proben, die bet pH-Werten von 8,5, 8,9 bzw. 9.4 inkubiert worden waren. Die 
Zeiten, die erforderlich waren, um ein Farbstoff/Protein-Verhaitnis von 5 und Quantenausbeuten der Produkte 
bei den verschiedenen pH- Werten zu ergeben, sind in der folgenden Tabelle zusammengesteUt-. 



pH-Wert 



Zeit(s) 



OA 



30 



8,5 
8,9 
9,4 



115 
53 
6,5 



0,09 
0,09 
0,17 



Diese Werte zeigen, da& die Protein-Markierung mit diesem Farbstoff bei einem pH-Wert von 9,4 besser ist 
als bei einem pH-Wert von unterhalb 9. In dem Puffer mit hoherem pH-Wert war die Konjugierungsreaktion 
sehr rasch, doch war die Markierungswirksamkek ausgezeichnet, und das Produkt war starker Huoreszierend. 
Der Wert der Quantenausbeute gibt die mittlere Quantenausbeute pro Farbstoffmofekiil auf dem markierten 
Protein wieder. 

Beispiel 2 

{Conjugation des aktiven Sulfoindocarbocyaninesters mit Protein 

Schaf- ^-Globulin (1 mg/ml), gelost in phosphatgepufferter Kochsaizlosung (PBS) mit einem pH-Wert von 7,4. 
wurde mit OJ m Natriumcarbonat auf einen pH-Wert von 9,4 eingesteflt. Ein Cyanin-Farbstoff-Markierungsmit- 
tel (Struktur in Beispiel 1, m = 1) wurde zu aliquoten Teilen dieser Proteinldsung zugegeben, um verschiedene 
Molverhaltnisse von Farbstoff/Protein zu ergeben. Nach 30miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 
die Gemische durch Gcl-Permeationschromaiographie auf Sephadex 5 G-50 unter Elution mit PBS aufgetrennt. 
Das Molverhaltnis der Farbstoffe, die kovalent an die Proteinc in den Produkten angeheftet worden waren, war 
1.2. 3,5. 5,4, 6,7 und 1 1,2 fiir Anfangsverhaknisse von Fa. ostoff/Protein von 3. 6. 12. 24 bzw, 30. 

Beispiel 3 

Markterung von AECM-Dextran mil einem Sulfoindodiearbocyanin 

N-Ammoethyl-carboxamidomethyi-(AECM-)Dextran mit einem Mittelwert von lb Aminogruppen pro Dex- 
tranmolekiil wurde aus Dextran mit einem mittleren MW von 70 000 synthetisiert (Inman. J. K.. }. Immunol. 1 14: 
704 — 709 (1975)). Ein Teii des AECM-Dextrans (1 mg/250 u,I), geiost in 0,1 m Carbonat-Puffer. mit einem pH- 
Wert von 9,4 wurde zu 0.2 mg des aktiven Sulfoindodicarboeyanincsters (Struktur in Beispiel \ t m— 2) gegeben, 
wobei ein Farbstoff/Protein- Molverhaltnis von 10 crhaiten wurde. Das Gemisch wurde 30 Minuten bei Raum- 
temperatur geruhrt. Das Dextran wurde sodann von nichikonjugiertem Farbstoff durch Sephadex® G-50-Gel- 
Permeationschromatographie unter Verwendung von Ammoniumacetat (50mM) als Elutions-Puffer abge- 
trennt. Ein Durchsehnitt von 2,2 Farbstoffmolekulen war kovalent an jedes Dextranmolekul gebundcn. 

Beispiel 4 

Markierung eine.s spezifisehen Antikorpcrs mit aktivem Sulfoindodicarbocyaninester 
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Gegen Murin IgG spezifisches Schaf- /-Globulin (1 mg/ml) tn 0.1 m Carbonat- Puffer (pH = 9,4) wurde mit 
dem aktiven Sulfoindodicarbocyaninester (Struktur in Beispicl 1. m - 2} mit einem Verhaitnis von 8 Farbstoff- 
molekulen pro Proteinmolekiil vermischt. Nach JOminutigern Inkubiercn bci Raumtemperatur wurde das Mar- 
kierungsgemisch durch Gclfiltration auf Sephadex^ G-50, das mit phosphatgepufferter Kochsalzlosung (pH = 
7,4) ins Gleichgewicht gebracht worden war, aufgetrennt. Das gewonnene Protein enthielt etnen Mittelwert von 
4,5 Farbstoffmolekuien, die kovalent an jedes Proteinmolekiil angeheftet waren. 



% Anfarbung und mikroskopische Sichtbarmachung von Human- Lymphozyren mit 

^ Sulfoindodicarbocyanin-Farbstoff, der an Schaf-Anti-Maus-[gG - Amikoi per konjugtert war 

^ Frisch isoiierte penphere Bluttymphozyten wurden bei 0 C 30 Minuten lang ma Maus-Ami-/£-Mikroglobulin 

:| (0,25 u.g/10 6 Zelien) behandelt. Die Zellen wurden zwcimal mit DMEM-Puffcr gewaschen und sodann mit dem 

'$ mit Sulfoindodicarbocyanin markierten Schaf-Ami-Maus-fgG -Antikorper (1 ug/10 b Zellen) behanaeft. Nach 

iOmmutiger Inkubierung bei O'C wurde Qbersehussiger Antikorper durch Zentnfugieren der Zellen entfernt. 
und die Zelien wurden erneut zueimal mit DMEM-Puffer gewaschen. Aliquote Teiie der Zellen wurden auf 
Objekttragern zur Analyse durch Fiuoreszenz-Mikroskonie befestigt. Unter dem Mikroskop wurden die Lymp- 
hozyten auf dem Objekttrager mit Licht rnit 610 bis o^u nm bestrahlt. und die Fiuoreszenz bei 650 bis 700 nm 
- wurde mit einer rotempfindlichen verstarkten COHU-Fernsehkamera erfaGt. welche an etnen Biiddigitalisierer 

und einen Fernsehmonitor angeschlossen war. Die nach dieser Methode angefarbten Zeilen zeigten unter dem 
Mikroskop eine Fiuoreszenz. In einem Kontroitexperimem wurde die Verwendung des pnmaren Maus-Anti- 
/£-MikroglobuIin-Antik6rpers weggelassen, doch wurde die Farbung und die Analyse sonst wie oben beschrie- 
ben durchgefuhrt. Die Komrollprobe zeigte unter dem Mikroskop kerne Fluoreszenz, was darauf hinweist, daB 
der mit Sulfoindodicarbocyanin markierte Schaf-Anti-Maus-Antikorper ketne signiffkante nichtspezifische Bin- 
dung an Lymphozyren ergibt. 

Patentanspriiche 

H 1. Verfahren zum Markieren einer Komponente einer waBrigen Flussigkeit, dadurch gekennzeichnet, daB 

* r man 

^ (a) zu der die genannte Komponente enthaltenden Flussigkeit einen Lumineszenz-Farbstoff aus der 

Gruppe Cyanin, Merocyanin und Styryl-Farbstoffe. der an einen aromatischen Kern angeheftet minde- 
stens eine Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe enthalt. zusetzt, wobei der genannte Farbstoff mit der 
genannten Komponente reaktiv ist. und 

(b) den Farbstoff mit der genannten Komponente umsetzt. so daB der Farbstoff die genannte Kompo- 
nente markiert. 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB der Farbstoff mehr als eine Sulfonsaure- oder 
Sulfonatgruppe enthalt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der genannte Farbstoff einen Substituenten 
enthalt, urn ihn mit einer Amin-, Aldehyd-, Sulfhydryl- oder Hydroxygruppe auf der genannten Komponente 
kovalent reaktiv zu machen, und daB sich der genannte Farbstoff mit einer oder mehreren der genannten 
Gruppen umsetzt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB die Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe die 
Wasserlosiiehkeit des Farbstoffs erhoht. 

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB die Sulfonsaure- oder Sulfonatgruppe die 
Farbstoff/Farbstoff-Wechselwirkungen vermindert, die em Ausloschen der Fiuoreszenz induzieren. 

b. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daB der Farbstoff ein Cyanin-Farbstoff ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daB der Farbstoff ein Merocyanin-Farbstoff ist. 

8. Verfahren nach Anspruch !, dadurch gekennzeichnet. daB die Komponente aus der Gruppe Antikorper. 
^ Protetne. Peptide. Enzymsubstrate, Hormone. Lympokine. Metabolite, Rezeptoren. Antigene. Haptene, 

Lectine. Toxine. Kohlenhydrate, Oligosaccharide. Polysaccharide. Nuclemsauren. Deoxynucleinsauren, de- 
rivatisiene Nuclemsauren. derivatisierte Deoxynucleinsauren, DNA-Fragmente. RNA-Fragmente, derivati- 
sierte DNA-Fragmente. derivatisierte RNA-Fragmente. natiirliche ArzneimitteL Virusteilchen, Viruskom- 
fl ponenten, Hefekomponenten, Blutzeiien. Blutzellkomponenten, btologische Zellen, nichtzellulare Blutkom- 

^ ponenten. Bakterien, Bakterienkomponcntcn. naturliche und synthetische Lipid-Blaschen. synthetische Arz- 

neimittel und naturliche Arzneimittel, Gifte. umweltverschmutzende Stoffe. Polymeren. Polymerteiichen. 
Glasteilchen. Glasoberflachen, Kunststoffteilchen, Kunststoffoberfiachen, Polymermembranen. Leiter und 
Halbleiter ausgewahlt ist. 

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Stufe der optischen Erfassung der 
genannten markierten Komponente einschlieBt. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Erfassungsstufe die Bestrahlung 
der markierten Komponente mit Licht und die anschlieBende Erfassung des Lichts, das durch die genannte 
markierte Komponente Huoresziert wird. urnfaBt. 

1 1- Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte Erfassungsstufe die Lichterre- 
gung mit einem Laser einschlieBt. 

1 2. Verfahren nach Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, daB in der genannten Erfassungsstufe die Fluores- 
zenz-Mikroskopie verwendet wird. 
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13. Verfahren nach Ansprach 9, dadurch gekennzeichnet, daB in der genannten Erfassungsstufe die FlieB- 
Cytometrie verwendet wird. 

14. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte erfaBte Komponente quantitativ 
bestimmt wird. 

15. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der genannte Farbstoff ein Styryl-Farbstoff 
ist. 

16. Verfahren zum Markieren einer Komponente in einer waBrigen Flussigkeit, dadurch gekennzeichnet, 
daB man 

(a) zu der die genannte Komponente enthakenden Flussigkeit etnen LAimmeszenz- Farbstoff aus der 
Gruppe Polymethin-Farbstoffe auf Sulfoindolenin-Grundlage und Naphthosulfoindolentn-Grundlage. 
der mindestens eine Suifonsaure- oder Sulfonatgruppe angeheftet an cinen oder mehrere Ringe eines 
heterocydischen Kerns enthalt, zusetzt, wobei der genannte Farbstoff gegenuber der genannten 
Komponente reakttv ist; 

(b) den genannten Farbstoff mit der genannten Komponente umsetzt, so daB der genannte Farbstoff 
die genannte Komponente markiert; und daB man 

(c) die genannte markierte Komponente durch optische Methodcn erfaBt. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB dor genannte Farbstoff mehr als eine 
Suifonsaure- oder Sulfonatgruppe enthalt. 

18. Verfahren zum Markieren einer ersten Komponente und Verwendung der marktcrten ersten Kompo- 
nente zur Bindung mit einer zweiten Komponente. urn eine markierte zweite Komponente zu biiden, 
dadurch gekennzeichnet, daB man 

(a) zu einer waBrigen Fliissigkeit, die die genannte erste Komponente enthalt, cinen Lumineszenz- 
Farbstoff aus der Gruppe Cyanin, Merocyanin und Styryl-Farbstoffe, der mindestens eine an einen 
aromatischen Kern angefiigte Suifonsaure- oder Sulfonatgruppe enthalt, zusetzt, wobei der Farbstoff 
gegenuber der ersten Komponente reaktiv ist; 

(b) den genannten Farbstoff mit der genannten ersten Komponente umsetzt, so daB der genannte 
Farbstoff durch Lumineszenz die genannte erste Komponente markiert wodurch eine markierte erste 
Komponente erhalten wird; 

(c) die genannte markierte erste Komponente an die genannte zweite Komponente anbindet, um eine 
markierte zweite Komponente zu biiden; und daB man 

(d) die genannte markierte zweite Komponente durch eine optische Methode erfaBt. 

19. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB der genannte Farbstoff mehr als eine 
Suifonsaure- oder Sulfonatgruppe enthalt. 

20. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet. daB die erste Komponente ein Antikorper ist und 
daB die zweite Komponente eine Substanz aus der Gruppe Antigene, Haptene, bioiogische Zellen, Viren 
und Teilchen, die ein Antigen und ein Hapten tragen. ist. 

21. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte erste Komponente ein Lectin 
ist und daB die genannte zweite Komponente eine Substanz aus der Gruppe Kohlenhydrate. makromoleku- 
lare Stoffe, die ein Kohlenhydrat tragen, und Zelien. die ein Kohlenhydrat tragen, ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte erste Komponente Avidin oder 
Streptavidin ist und daB die genannte zweite Komponente ein biotinyliertes Material ist. 

23. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte erste Komponente ein DNA- 
Fragment ist und daB die genannte zweite Komponente ein komplementarer Strang von DNA oder RNA 

ist. 

24. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte erste Komponente ein RNA- 
Fragment ist und daB die genannte zweite Komponente em komplementarer Strang von DNA oder RNA 
ist. 

25. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte erste Komponente ein Ligand 
aus der Gruppe Hormone, Proteine, Peptide, Lymphokine und Metabolite ist und daB die genannte zweite 
Komponente ein Receptor ist. 

26. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB die genannte erste Komponente ein Pofy- 
merteilchen ist, das erne Substanz aus der Gruppe Antikorper. Nucleinsaure-Fragmeme. Arzneimittei, 
Toxme, Hormone, Metabolite, bioiogische Zelien, Bakterien. Virusteilchen, Antigene und Haptene enthalt 
und daB die genannte zweite Komponente ein entsprechendes Antigen, eine komplementare Nueleinsaure- 
Sequenz, ein Antikorper oder em Rezeptor ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daB die genannte zweite Komponente em 
Antikorper ist. 

28. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet. daB die genannte erste Komponente cine 
Substanz aus der Gruppe Antigene, Haptene oder Zellen. die ein Antigen oder Hapten enthalten, und 
Teilchen, die ein Antigen oder Hapten enthalten, ist und daB die genannte zweite Komponente ein Antikor- 
per ist. 

29. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet. daB der genannte Farbstoff sich mit einer Amin-. 
Hydroxy- oder Sulfh ydrylgruppe auf der ersten Komponente umsetzt. 

30. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzetehnei. daB sich der genannte Farbstoff mit einer 
Aldehydgruppe auf der genannten ersten Komponente umset/t. 

31. Verfahren nach Anspruch 18. dadurch gekennzeichnet. daB der genannte Farbstoff ein Cyanin-Farbstoff 
ist und sich mit einer Amin* oder Hydroxygruppe auf der genannten ersten Komponente umsetzt. 

32. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet. daB der genannte Farbstoff ein Cyanin-Farbstoff 
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ist und sieh mit einer Aldehyd- oder Sulfhydrylgruppe auf der genannten ersten Komponente umsetzt. 

33. Verfahren nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daf3 die genannte zweite Komponente aus der 
Gruppe Blutzellen, Gewebezellen, Bakterien, Viren, Chromosomen, DNA, RNA, Toxine. Arzneimittel. 
Hormone und Polymerteiichen ausgewahlt ist. 

34. Lumineszenzphotostabtles Reaktionsprodukt aus einer Komponente, die eine Amin-, Aidehyd-, Sulfhy- 
dryi- oder Hydroxylgruppe enthalt und einen in Wasser losiichen Farbstoff aus der Gruppe Polymethin- 
Farbstoffe auf Sulfoindolenin-Grundlage und Naphthosulfoindolenin-Grundiage. der mindestens einen 
Substituenten enthiiU. um ihn gegeniiber der genannten Amin-. Aldehyde Sulfhydryl- oder Hydroxylgruppe 
auf der genannten Komponente kovatent reaktiv zu machen, wobei die individuelien Farbstoff- Molekule 
auf dem genannten Reaktionsprodukt einen mittleren molaren Extsnktionskoeffizienten von mindestens 
50 000 \ pro moi-em, eine mittlere Quantenausbeute von mindestens 2% haben und Licht maximal im 400- 
bis 850-nm-Bereich absorbieren und emittieren, wenn sicn die markierte Komponente in einer wafJrigen 
(Jmgebung befindet. 

35. Reaktionsprodukt nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet. daB die genannte Komponente ein 
Antikorper ist. 

3b. Reaktionsprodukt nach Anspruch 34, dadurch gekennzeichnet. daB die genannte Komponente aus der 
Gvuppe Proteine, Peptide, Arzneimittel, Toxine, Metabolite, Lymphokine. Kohienhydrate, Lipide, Blutzel- 
len, Bakterienteilchen. Virenteiichen, Antigene, Haptene, Polymerteiichen, Glasoberfiachen und Polymer- 
oberflachen ausgewahlt ist. 

37. Reaktionsprodukt nach Anspruch 22. dadurch gekennzeichnet. daB die genannte zweite Komponente 
ein DNA- oder RNA-Fragment ist. 

}8. Verfahren nach Anspruch L dadurch gekennzeichnet. daB der genannte Farbstoff aus der Gruppe; 
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R. 



"X 



R' -| R* 




R< 



45 



ausgewahlt ist, wobei 
X und Y aus der Gruppe 



CH 5 



O.S und C 



\ 



Styryl 



ausgewahlt sind; 

meine ganze Zahl aus der Gruppe l t 2, 3 und 4 ist: 

mindestens eine der genannten Gruppen R h R>, Ri. R4, R5. Rt> und R; mindestens erne Gruppierung aus der 
Gruppe Esothiocyanat, Isocyanat. Monochlortriazin, Dichlortriaztn, Mono- oder Dihalogen-substituiertes 
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Pyrtdin, Mono- oder Dihaiogen-substituiertes Diacin, Maieimid, Aziridin, Sulfonylhalogenid, Siiurehaloge- 
nid t Hydroxysuccinimidester, Hydroxysulfosuccinimidester, Imidoester. Hydrazin, Azidonitrophenyi, Azid, 
3-(2-Pyridyl-dithio)-propionamid, Glyoxat und Aldehyd enthait; und wobei 

mindestens eine der genannten Gruppen Re und R 9 mindestens eine Arylsulfonyl- oder Arylsuifonat-Grup- 
pierung enthalt 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekennzeichnet. daS mindestens eine der Gruppen Ri, R>, Rj. R4. 
Rs* R$ und R? mindestens eine Gruppierung aus der Gruppe : 
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CH 



CH 



CH 



CH 



und 



<CH;>— N 



CH 



CH 



enthait, wobei mindestens eines von Q oder W uus der Gruppe CI, Br und [ ausgewahlt ist und wobei n den 
Wert Null hat oder eine beliebige ganzc Zahl ist. 

40. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekenn7eichnet. dafi mindestens eine der genannten Gruppen R } . 
R>, R 3 . R4, R> Rb und R: mindestens eine Gruppierung aus der Gruppe: 



-~N: 



Ni und 




NO, 



enthait, 

41. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekenn^eichnet. daO mindestens eine der genannten Gruppen R,. 
Ri, Rj, R 4 . R5. Rb und R; auch mindestens eine Gruppierung aus der Gruppe Hydroxy, Suifonat, Sulfat, 
Carboxylat und substituierte Amin- oder quuternare Amingruppen enthait. 

42, Lumineszenz-Farbstoff aus der Gruppe: 
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R, 



R- 1 



•CH-C 




wobei 

X und Y aus der Gruppe 



O.S und C 



CH, 



CH 3 



Styryl 



ausgewahlt sind; 

meine ganze Zahl aus der Gruppe K 2, 3 und 4 ist; 

mindestens eine der genannten Gruppen R,, R2. R3. R4, R>. R*> und R? mindestens eine Gruppierung aus der 
Gruppe Isothiocyanat. Isocyanat Monochlortriazin, Dichlortnazin, Mono- oder Dihalogen-substituiertes 
Pyridin, Mono- oder Dihalogen-substituiertes Diacin, Maicimid. Aziridin. Sulfonyihalogenid, Saurehaloge- 
nid, Hydroxysuccinimidester, Hydroxysulfosuccinimidester. Imidoester, Hydrazin, Azidonrtrophenyl, Azid, 
3-{2-Pyridyl-dithio)-propionamid. Glyoxal und Aldehyd enthait; und wobei 

mindestens eine d_r genannten Gruppen Rg und R<> mmdestens eine Arylsulfonyl- oder Arylsulfonat-Grup- 
pierung enthalt 

43. Lumineszenz-Farbstoff nach Anspruch 42. dadurch gekennzeichnet, daB er wasserlosiich ist. 

44. Lumineszenz-Farbstoff nach Anspruch 42, dduurch gekennzeichnet. daB er in Wasser einen molaren 
Extinktionskoeffiz ; :nten von mindestens 50 000 1 pro mol-cm, eine Quantenausbeute von mindestens 2°/o 
hat und daB er im Spektralbereich von 400 bis 900 nm Licht absorbiert und emittiert. 

45. Lumineszenz-Farbstoff nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet. daB er in Wasser einen molaren 
Extinktionskoeffizienten von mindestens 100 000 1 pro mol-cm, eine Quantenausbeute von mindestens 10% 
hat und daB er im Spektralbereich von 600 bis 900 nm Licht absorbiert bzw. emittiert. 

46. Lumineszenz-Farbstoff aus der Gruppe: 
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Styryl 



worm 

X und Y aus der Gruppe 



0,S und C 



CH., 



ausgewahlt stnd; 

Z aus der Gruppe O und S ausgewahlt ist ; 

meine ganze Zahi aus der Gruppe 1.2. 3 und 4 ist und wobei mindestens eine der Gruppen R s . R:, R Jt R 4 , R>. 
Rs und R7 mindestens eine Gruppierung aus der Gruppe: 



NCS-^ NCS 



0 



H N— £ 
— N — <J *N 



W 



i'CH : i N- 

H N ^ 



Q 



VV 



(CH 2 >„NCS 
O 



NCO — <^ >-NCO 



(CH 3 ) NCO 



H N- 

■N — 



( H 
N — N - 

\ 



o 



vv 



-(CH.) — N-^ ; N und — (CH;)— N 

H " H 



Q 




N 

\ 



20 



SNSDOCID: <D£ 3912046A1 I > 



DE 39 12 046 Al - ; 



-(CH, 



o 0 

II 

-C --O -N 

o' 



CH; 

i 

CH; 



0 \ 

ti 

t'CH ? ) ; C O N 
O 



so'; 



/ 

■CH- 



CH; 



CH 



CH 



CH 



CH 



und 



(CH,| 



CH 



CH 



enthalt. wobei 

mindesrens eines von 0 oder W aus der Gruppe L Br und CI ausgewahlt \sx und nO oder eine ganze Zahl isi; 
und wobei 

mindestens eine der genanmen Gruppen und (wenn vorhandon) mindesiens eine Sulfonat-Gruppie- 
rung enthalt. 

47. Lumineszenz-Farbstoff aus der Gruppe: 
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Z aus der Gruppe O und S ausgewahlt ist; 

m eine ganze Zahl aus der Gruppe t , 2^3 und 4 .st; mindestens eme Grupp.erung aus der Gruppe: 

mindestens eine der Gruppen R,, R 2 , Kj> K 4 , k 5 , K b unu 
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emhalt.wobei . 

^a^SSC R* R.o (-nn vorhanden) und R„ (wenn vorhunden) m ,nd 
^ tens eine Sulfonsaure oder Sulfonatgruppierung enthalt. 
48. Lumineszenz-Farbstoff ausderGruppe: 
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meine ganze Zahl aus der Gruppe I, 2. } und 4 ist; 

mmdestens eine der Gruppen R|. R>, Rj, R 4 , R> Ro und Rr mindestcns cine Gruppierung aus dor Gruppe: 



enthalt; und wobei 

mindestcns einc derGruppen R s und Ra mtnd?stens einc Ar>lsulfonsaure- oder Arylsulfonat-Gruppierung 
enthaft. 

43. Lumineszenz-Farbstoff nach Anspruch 42, dadurch gekennzeichnet. daB mindestcns erne der Gruppen 
Ri. R:, Rj. Ra, Ri, Ro und R7 auch Gruppierungen zur Erhohung der Wasserloslichkeit und zur Vermindc- 
rung der nicfuspezifischen Binoung enthalt, vvobei die Gruppierungen aus Hydroxy-, SulFonut-, Sulfat-, 
Carboxyiat- und substttuicrten Amrn- oder quaternaren Amingruppen aur>gcwahlt sind. 

50. Verfahrcn. dadurch gekennzeiehnet. daB man ein mil einem Sulfoeyanm-Farbstoff marktertes Material 
mtt einem oder mehrercn weiteren fluoreszierenden Materialien, die alio Lieht sigmfikant bei einer einzigen 
EnegungsweHenlange absorbieren. jedoch bei verschicdcnen Wellenlangen f'uo r eszieren, vermischt und 
sodann alie der genarmten fluoreszierenden Materialien mit einer einzigen Wellenlange von Licht anregt 
und sodann die Menge von jedem der genannten fluoreszierenden Materialien quantitativ bestimmt. indem 
man ihre individuellen FJuoreszenzsignale bei ihren verschtedenen Fluoreszenz-Wellenlangen erfafk. 

51. Verfahren nach Anspruch 50, dadurch gekennzeichnet, daB das mit dem Sulfocyanin-Farbstoff markierte 
Material em Antikorper oder eine DNA-Hybridisierungssonde ist. 
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